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© Agent de nucleation des produits congeles. 

© ^invention concerne un agent de nucleation de la glace issu de Targousier (Hippophae rhamnoides) utilise 
dans la congelation, la texturation ou la cryoconcentration de produits, et un procede de preparation d'un tel 
agent dans lequel on extratt (edit agent des baies ou des feuilles de I'argousier. 
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La pr£sente invention a pour objet un agent de nucleation de la glace et un proc£d§ de preparation 
d'un tel agent. 

II est connu que Ton peut congeler un produit en presence d'un agent de nucleation de la glace, a une 
temperature superieure a celle ou ce produit aurait congele spontanement. En effet, les agents de 
5 nucleation de la glace favorisent la formation de cristaux de glace a une temperature superieure a celle ou 
ces cristaux se seraient formes sans la presence d'agents de nucleation. Ainsi, de tels agents sont a ce jour 
utilises dans des procedes de congelation de produits, notamment de produits alimentaires, en vue de 
diminuer la quantite d'energie necessaire a la congelation de ces produits (EP A1 0424771). 

II est egalement connu que les agents de nucleation de la glace peuvent accrottre les dimensions des 
10 cristaux de glace lors de la congelation de certains produits (Ryder, J.M., 1987, memoire de these p155, 
universite de Rhode Island). En effet, les cristaux de glace presents dans un produit congele avec un agent 
de nucleation de la glace sont plus grands que ceux presents dans le meme produit congele sans un tel 
agent. Ces grands cristaux de glace laissent de plus une empreinte dans la texture des produits congeles 
en modifiant leur texture. Par ailleurs, cette modification peut etre stabilisee par une lyophilisation suivie 
75 d'un chauffage du produit congele. Ainsi, des agents de nucleation de la glace sont a ce jour utilises pour 
congeler des produits, notamment des produits alimentaires, en vue d'apporter une texture interessante au 
produit final (Agric. Biol. Chem., 50 (1), 169-175, 1986). 

La plupart des agents de nucleation biologiques ont ete trouves dans des micro-organismes ou des 
insectes (EP 0424771 A1). Cependant, il pourrait etre tres utile d'isoler un agent de nucleation de la glace a 
20 partir de plantes, notamment a parti r de plantes comestibles, en vue de leur utilisation pour la congelation, 
la texturation ou la cryoconcentration de produits, tels que des produits alimentaires par exemple. 

La presente invention a pour but de repondre a ce besoin. 

A cet effet, Pagent de nucleation de la glace selon la presente invention est un agent de nucleation de 
la glace extrait de I'argousier (Hippophae). II peut etre un agregat comprenant une partie proteique et une 
25 partie lipidique. De plus, I'argousier peut etre en particulier Hippophae rhamnoides, Hippophae salicifoiia, 
Hippophae tibetana, ou Hippophae neurocarpa. 

Toutes les plantes qui font parties du genre Hippophae sont des argousiers. De plus, cet arbuste est 
largement distribue en Europe et en Asie, et presente I'avantage de produire de nombreuses baies 
orangees. L'argousier est ainsi une source abondante d'agent de nucleation de la glace. 
30 Dans la suite de la description, on emploiera le terme "agent" ou "agent de nucleation" dans le sens 
"agent de nucleation de la glace". 

Dans le procede de production d f un agent de nucleation de la glace selon la presente invention, on 
prepare un extrait des baies ou des feuilles d'argousier contenant ledit agent. 

De preference, on utilise des baies d'argousier mOres (c'est-a-dire des baies qui ont muri jusqu'a 
35 presenter une teinte orangee), et en particulier des baies d'argousier presentant une teneur en eau de 80% 
a 90%, par exemple. On peut ainsi broyer ou bien ecraser les baies par pressage ou par centrifugation, 
puis recuperer le jus brut resultant comme extrait, par exemple. 

Comme les tissus de la baie et en particulier son enveloppe contiennent une quantite importante 
d'agent de nucleation, on peut aussi extraire directement les baies par une solution d'extraction comprenant 
40 des pectine, des mono-, oligo- et/ou poly-saccharides, et de preference par au moins une de ces solutions 
comprenant dans de I'eau 0,0001 a 2% en poids de pectines de tous degres d'esterification, par exemple, 
ou 0,0001 a 2% en poids d'au moins un desdits saccharides. 

En particulier, on choisit la solution d'extraction dans le groupe forme par les solutions d'alginates, 
d'acide polygalacturonique, d'amylose, d'amylopectine, de polymannanes, d'arabinose, de galactose, de 
45 lactose, de glucose, de fructose et de sucrose. 

Pour realiser cette extraction, on peut ainsi ecraser ou broyer des baies, par exemple, ajouter au 
volume de baies ainsi ontenu 1 a 200 volumes d'au moins une desdites solutions d'extraction, mais de 
preference 5 a 100 volumes, puis laisser agir le tout pendant 1 a 30 min a une temperature de 4 a 35*C, 
et enfin separer une partie solide par centrifugation ou par filtration du melange, par exemple, et recolter 
50 une partie liquide ayant une activite de nucleation. 

De preference, on soumet les baies ou la partie solide du melange extrait a au moins 1 nouvelle 
extraction comme d£crit ci-dessus. Pour cela, les baies ou la partie solide du melange d'extraction peuvent 
etre resuspendues chaque fois dans une desdites solutions d'extraction, puis Ton peut ensuite separer une 
partie solide et recolter un extrait liquide. On a ainsi pu observer que I'activite de nucleation des differents 
55 extraits sucessifs reste identique pendant au moins les 25 premieres extractions. II est cependant preferable 
de prealablement oter le jus brut des baies avant d'en extraire plusieurs fois de suite I'agent de nucleation. 
En effet, ce jus brut contient des sucres, des aromes et des proteines qui sont prejudiciables a I'activite de 
nucleation. 
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De m§me, pour preparer un extrait de feuilles d'argousier, on peut broyer finement des feuilles, puis en 
extraire Pagent de nucleation de la meme mani§re que d^crite precedemment par au moins une desdites 
solutions de pectine, de mono-, oligo- et/ou poly-saccharide, par exemple. 

Les baies d'argousier etant comestibles et traditionnellement utilisees dans la fabrication de liqueurs et 
5 de confitures, un extrait brut de baie d'argousier peut etre ainsi utilise directement comme additif naturel 
pour la preparation de produits alimentaires, en vue de les congeler, les texturer ou les cryoconcentrer, par 
exemple. 

Dans un procede de congelation d'un produit, on peut ainsi ajouter a un produit congelable ledit agent 
de nucleation de la glace et congeler ledit produit entre -5*C et -25°. L'avantage d'utiliser Pagent selon 

w Tinvention reside dans le fait que Ton peut congeler a des temperatures elevees entre -5°C et -10*C, par 
exemple, et que Padditif est parfaitement comestible. 

Dans un autre procede de texturation de produits alimentaires, on ajoute a un produit congelable ledit 
agent de nucleation de la glace, on congele ledit produit entre - 5°C et -25 °C, on lyophilise puis on 
chauffe ledit produit. L'avantage d'utiliser Pagent selon Tinvention reside dans le fait que Ton peut congeler 

is a des temperatures elevees entre -5°C et -10*C, par exemple, que Padditif est parfaitement comestible, et 
que les cristaux sont de grande taille, entraTnant de ce fait une meilleure modification de la texture du 
produit. 

Enfin, on peut aussi cryoconcentrer un liquide, tel un extrait de cafe, un jus de fruit ou un jus de 
legume, en lui ajoutant un extrait comprenant Pagent selon la presente invention, en le congelant entre 

20 -5°C et -10°C, puis en separant la phase cristalline de la phase liquide par centrifugation, par exemple. 
L'avantage d'utiliser Pagent selon Pinvention reside dans le fait que Pon peut congeler a des temperatures 
elevees entre -5°C et -10°C, par exemple, que Padditif est parfaitement comestible, que les cristaux sont 
de grandes tailles, entraTnant de ce fait une meilleure separation des phases, et que la vitesse de 
cristallisation est relativement grande. accelerant ainsi de ce fait Pensemble du processus de cryoconcen- 

25 tration. 

L'agent de nucleation de la glace selon la presente invention est decrit plus en detail par Pintermediaire 
de differentes proprietes determinees notamment a Paide de differents tests, comme expose ci-apres. Les 
pourcentages sont donnes en poids, sauf indication contraire. 

30 Mesure de I'activite de nucleation d'extraits d'argousier 

Preparation d'extraits de baies d'argousier: 

Des baies d'argousier (Hippophae rhamnoides) sont recoltees a maturite puis sont stockees congelees 
35 a -40 ■ C jusqu'a utilisation. Les extraits sont conserves a 4 • C. 

- Extrait 1 (extrait brut de baie): les baies sont decongelees, ecrasees puis centrifugees dans un tube 
Eppendorf (5000 g n , 10 min) a 20 *C. On utilise comme extrait le surnageant. 

- Extrait 2 (baies broyees): les baies congelees sont broyees de maniere intense dans un broyeur 
POLYTRON pendant 5 min. On utilise Pextrait contenant les peaux des baies. 

40 - Extrait 3 (surnageant de baies broyees): les baies broyees sont centrifugees (5000 g n , 10 min) a 4 - C. 
On utilise comme extrait le surnageant. 

- Extrait 4 (culot de baies broyees) :.apres centrifugation de baies prealablement broyees, on reprend le 
culot dans 3 volumes d'eau que Pon utilise comme extrait. 

- Extraits 5 a 7: on reprend un culot de baies broyees et centrifugees dans 25 volumes d'une solution 
45 comprenant 0,01, 0,1 ou 0,5% de pectine dans de Peau, on laisse agir le tout pendant 15 min tout en 

Pagitant occasionnellement, on centrifuge (10000g n , 10 min), puis on utilise comme extrait le 
surnageant. 

- Extraits 8 a 9: on extrait de la meme maniere que pour les extraits 5 a 7 un culot de baies broyees et 
centrifugees par 2 volumes d'une solution comprenant 0,001 ou 0,0001% de pectine dans de Peau. 

50 - Extraits 10 a 22: on extrait de la meme maniere que pour les extraits 5 a 7 un culot de baies broyees 
et centrifugees, avec respectivement des solutions comprenant 0,1% de pectine a divers degr^s 
d'est£rification (10%, 38%, 75%), ou avec des solutions comprenant respectivement 0,1% d'acide 
polygalacturonique, 0,1% d'amylose, 0,1% d'amylopectine, 0,01% d'alginate, 1% de polymannanes 
(fraction de polysaccharides de cafe), 0,1% de galactose, 0,1% de lactose, 0,1% de glucose. 0,01% 

55 d'arabinose et 0,01 % de sucrose. 
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Activity de nucleation: 

On mesure I'activite de nucleation d'un agent present dans un produit par la mesure de la temperature 
a laquelle le produit conge le. Cette temperature est dite temperature de nucleation. On compare alors cette 
5 temperature a celle obtenue avec le produit ne contenant pas d'agent (controle). On observe une activite de 
nucleation lorsque la temperature de nucleation du produit contenant I'agent est superieure a celle du 
produit temoin. 

L'activite de nucleation peut etre caracterisee selon trois temperatures: les temperatures de nucleation 
de la glace (en °C) T20, T50, T80 indiquant que respectivement 20%, 50% et 80% des echantillons 
10 congele a cette temperature. 

Dans la suite de la description, on emploiera le terme "point de nucleation" dans le sens "temperature 
de nucleation a laquelle 50% des echantillons sont congeles", soit la valeur T50. 

Test en goutte: les extraits 1 a 4 precites (10°) sont dilues de 10 a 1000 fois (10 _1 a 10~ 3 ), avec de 
I'eau bidistillee ou un jus de fraises. Dix gouttes de 10 ul d'extrait sont deposees sur un film d'aluminium 
15 recouvert de paraffine, et le film est place sur un bain d'eau refroidie a une vitesse de 0.1 °C par minute. 
Toutes les dilutions sont sur la meme feuille. On determine ensuite les valeurs T20, T50 et T80. 

Le jus de f raise est prepare par une centrifugation de fraises fraTches prealablement lavees (centrifu- 
geuse de cuisine) suivie d'une deuxieme centrifugation du jus a 4°C (10000 g ni 15 min). Le surnageant est 
alors stocke congele a -20 • C, puis est decongele avant d'etre utilise comme modele. 
20 Test en tubes de verre: on ajoute 100 ml d'extrait 5 a 22 precites dilue 10 fois dans de I'eau bidistillee 

dans un tube de verre a paroi mince, que Ton place ensuite dans un bain d'eau refroidie a une vitesse de 
0,1 s C/min. On determine alors les valeurs T20, T50 et T80. 

Le tableau 1 ci-apres presente pour les extraits 1 a 4 precites, les resultats des essais realises selon le 
test en goutte. 

25 Comme on peut le voir, on constate une difference marque entre les temperatures de nucleation des 
extraits (dilution jusqu'a 10~ 2 ) et celle de I'echantillon congele sans agent (controle). Par contre, I'activite de 
nucleation d'un jus brut de baie dilue a 1/1000 est relativement faible. De plus, on constate en general une 
variation entre les temperatures de nucleation des extraits bruts (10°) et celles des extraits dilues. La 
concentration elevee en sucre, dans les extraits bruts perturberait probablement I'activite de nucleation de 

30 I'agent. 

Tableau 1 



35 



40 



50 



Extrait 


Dilution 


Eau bidistillee 


Jus de fraise 






T20 


T50 


T80 


T20 


T50 


T80 


1 


10° 


-7,3 


-7,4 


-7,9 


-6,7 


-7,0 


-7,1 




10~ 1 


-6,8 


-7,1 


-7,9 


-6,4 


-6,8 


-7,2 




10" 2 


-6,8 


-8,9 


<-9 


-7,2 


-7,4 


-8,3 




10" 3 


<-9,0 


<-9,0 


<-9,0 


-7,5 


-8,5 


-9,0 


2 


10° 


-7.3 


-7,7 


-7,9 


-6,7 


-6,9 


-7,0 




10" 1 


-5,9 


-6,6 


-6,9 


-6,6 


-6,8 


-6,9 




10- 2 


-6,2 


-7,7 


<-9,0 


-7,2 


-7,5 


-7,7 




10" 3 


-6,8 


<-9,0 


<-9,0 


-7,1 


-7,7 


-8,4 


3 


10° 


-7,3 


-7,3 


-7,7 


-7,0 


-7,3 


-7,4 




10~ 1 


-6,4 


-6,7 


-7,3 


-7,2 


-7,4 


-7,5 




10~2 


-7,2 


-7,6 


-7.8 


-7,4 


-7,6 


-7,8 




10~ 3 


-8,0 


-8,9 


<-9,0 


-7,8 


-7,9 


-8.7 


4 


10° 


-5,9 


-6,5 


-6,6 


-5,7 


-6,0 


-6,2 




10-' 


-5,9 


-6,5 


-6,9 


-6,6 


-6,7 


-7,4 




10~ 2 


-6,4 


-6,8 


-8,7 


-7,5 


-7,9 


-8,2 




10- 3 


-7,4 


-8,8 


<-9,0 


-8,4 


<-9,0 


<-9,0 


Controle 


10° 


<-10 


<-10 


<-10 


-9,4 


<-10 


<-10 
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Le tableau 2 ci-apr^s presente pour les extraits 5 & 22, les r£sultats des essais r£a!is§s selon le test en 
tube de verre. 

Tableau 2 

5 



N° Extra it 


T20 


T50 


T80 


5. 0,5% de pectine 


-5,0 


-5,0 


-5,5 


6. 0,1% de pectine 


-5.0 


-5,0 


-5,5 


7. 0,01 % de pectine 


-5,0 


-5,0 


-5,5 


8. 0,001% de pectine 


-5,5 


-5,5 


-5,5 


9. 0,0001% de pectine 


-5,5 


-5,5 


-5,5 


isOntroies 








Extrait n " 5 filtre par une membrane de 0,45um 


-5,5 


-5,5 


-5,5 


Solution de pectine 0,5% 


-9,5 


-11,5 


-12 


Solution de pectine 0,5% filtre (0,45um) 


-9,0 


-11,5 


-12 


10. 0,1% de pectines (10% d'esters) 


-5,5 


-5,5 


-6,0 


11. 0,1% de pectines (38% d'esters) 


-5,0 


-5,0 


-5,5 


12. 0,1% de pectines (75% d'esters) 


-5.5 


-5,5 


-5,5 


13. 0,1% d'acide polygalacturonique 


-5,0 


-5,5 


-5,5 


14. 0,1% d'amylose 


-5,5 


-6,0 


-6,5 


15. 0,1% d'amylopectine 


-5,5 


-6,0 


-6,0 


16. 0,01% d'alginate 


-5,0 


-5,5 


-5,5 


17. 0,1% de polymanannes 


-5,5 


-5,5 


-6,5 


1 8. 0, 1 % de galactose 


-4,5 


-5,0 


-5.0 


19. 0,1% de lactose 


-5,0 


-5,0 


-5,0 


20. 0,1% de glucose 


-5,0 


-5,0 


-5,0 


21 . 0,01 % d'arabinose 


.5,0 


-5,0 


-5,0 


22. 0,01% de sucrose 


-5,0 


-5,0 


-5,5 



Comme on peut le voir dans le tableau 2 ci-dessus, les extraits realises a I'aide d'une solution de 
pectine, de polysaccharide ou de sucre, presentent une temperature de nucleation moyenne de I'ordre de 

35 -5,5 °C. Pour comparison, une solution pure de pectine, filtree ou non par une membrane de porosite de 
0,45um (Sartorius), presente une temperature de nucleation inferieure a -10°C. 

De plus, un extrait de baie realise a I'aide d'une solution de pectine qui est filtre par une membrane de 
porosite de 0,45um conserve une activite de nucleation de -5,5 • C. Ceci suggere done que I'activite n'est 
pas liee a la presence d'un microorganisme present dans ou a la surface de la baie. 

40 Enfin, lorsque on repete plusieurs fois de suite I'extraction d'un culot de baie broyees et centrifugees a 
Taide de chaque fois 12,5 volumes d'une solution aqueuse comprenant 0,1% de pectine, pendant 15 min 
suivi d'une centrifugation, on observe encore une bonne activite de nucleation dans le 25 feme extrait. Le 
tableau 3 ci-apres presente I'activite de nucleation des extraits successifs obtenus de cette maniere, 
determinee selon le test en tube de verre. 

45 

Tableau 3 



N ieme Extra jt de 

tissus de baies 


T20 


T50 


T80 


5 


-5,0 


-5,5 


-5.5 


10 


-5,0 


-5,5 


-5,5 


15 


-5,0 


-5,5 


-6.0 


20 


-5,5 


-6,5 


-7,0 


25 


-5,5 


-6,0 


-6.5 


30 


-5,5 


-7,0 


-7,5 
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Activity de nucleation dependant de la maturity de la baie: 

On mesure I'activite de nucleation saisonniere d'un jus de baies d'argousier {Hippophae rhamnoides) 
recoltees dans la localite de Trondheim (Norvege). 

5 Au depart, vers la mi-juillet, les baies sont petites et vertes, contenant tres peu de jus. C'est pourquoi, 

on prepare les echantillons de juillet et d'aoGt en melangeant les baies a un volume d'eau deionisee puis 
en les ecrasant a I'aide d'un mortier, tandis qu'on prepare les echantillons des mois de septembre a 
octobre de couleur orangee en ecrasant les baies a I'aide d'un mortier (sans ajouter d'eau). Les extraits 
sont obtenus apres centrifugation des echantillons prepares (5000 g n , 10 min) et filtration du surnageant a 

70 travers un filtre de porosite 0,45um. On determine finalement le point de nucleation des extraits selon la 
methode precitee. 

La figure 1 illustre la variation du point de nucleation en fonction de la date a laquelle les baies 
precitees ont ete recoltees. 

On constate que la meilleure activite de nucleation concerne les baies des mois de septembre et 
15 d'octobre, done des baies mOres, de couleur orangee. 

On peut encore apprecier le degre de maturite des baies de maniere plus precise en mesurant leur 
teneur en eau, par des moyens connus de I'homme de Tart. Cette mesure a ete realisee pour les baies 
precitees de juillet a octobre: la meilleure activite de nucleation a ete trouvee dans les baies du mois de 
septembre, presentant une teneur en eau comprise entre 80% et 90%. 

20 

Activite de nucleation de feuilles d'argousier: 

On broie des feuilles d'argousier (Hyppophae rhamnoides) et Ton en extrait l'agent de nucleation par 
une solution de pectine ou de sucre de la meme maniere que decrit pour de la preparation des extraits de 
25 baies ayant les numeros 5 a 22 ci-dessus. 

Dans tous les cas, I'activite moyenne de nucleation des extraits de feuille determinee par le test dans 
un tube de verre est de 1'ordre de -5,5 a C. Les feuilles d'argousier sont done egalement une source non 
negligeable d'agents de nucleation. 

30 Purification, Caracterisation 

On peut purifier l'agent de nucleation de I'argousier par la methode ci-apres, par exemple. On peut 
ensuite caracteriser Tagent par differentes methodes. 

Des baies d'argousier (Hippophae rhamnoides) sont pressees par centrifugation et 1/3 de volume 
35 d'eau distillee est ajoute au jus. Le melange est alors centrifuge (5000 g n , 10 min), puis le surnageant est 
filtre sur une membrane de porosite 0,45 urn (Minisart, Sartorius). Le filtrat est alors mis sur une colonne de 
filtration sur gel 2,6x60 cm contenant une resine Sephacryl HR 300, et est elue a 4°C par un tampon tris 
0,05M de pH 7,5 (240 ml/h). Le premier pic d'elution presente une activite de nucleation (il est connu que 
pour ce type de colonne, le volume d'eluat correspondant au premier pic d'elution contient des molecules 
40 de tres haut poids moleculaire). 

L'agent de nucleation provient done de Targousier et non pas d'une bacterie presente dans la baie 
(filtration sur une membrane de porosite 0,45 urn). De plus, cet agent est une molecule de haut poids 
moleculaire. 

L'eluat contenant l'agent de nucleation est alors analyse par electrophorese sur gel de polyacrylamide. 

45 L'electrophorese SDS PAGE (en presence de SDS) revele la presence d'une proteine d'un poids moleculai- 
re apparent de 25 a 27 kD (kilo-dalton). 

Enfin l'electrophorese PAGE (sans SDS) sur un gel de grande porosite s'avere impossible, malgr§ le 
pretraitement de l'eluat par du chloroforme pour delipider la proteine et malgre I'utilisation dans le gel de 
detergent non ionique (0,5% Triton X-100) ou d'uree 7M. 

50 Par consequent l'agent de nucleation est probablement un agregat de haut poids moleculaire qui 
comprend une partie proteique qui peut §tre attach§e k des structures cellulaires qui sont trop petites pour 
§ tre retenues sur un filtre de 0,45 urn, mais trop grandes pour migrer sur un gel de polyacrylamide non 
d^naturant. De plus, ces structures cellulaires pourraient participer egalement k I'activite de nucleation. 
Enfin, la partie proteique est une proteine qui comprend des sous unites de poids moleculaire apparent de 

55 25 a 27 kD. 
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Inactivation 

On soumet Pagent de nucleation a des traitements chimiques pour determiner les structures essentiel- 
les a I'activite de nucleation. 
5 On realise un traitement de delipidation sur Pagent de nucleation purifie. Pour cela, on melange 2,5 

volumes de chloroforme a 1 volume d'agent purifie, on agite le melange, on le laisse reposer 24 heures a 
4°C, puis on extrait le chloroforme par Taction de bulles d'air. On obtient ainsi une fraction contenant 
Pagent d£lipide et une fraction contenant les lipides. Lorsqu'on compare les activites de nucleation de 
Pagent purifie et de Pagent delipide, on observe une diminution du point de nucleation de 4°C suite au 

10 traitement de delipidation. Les lipides semblent done jouer un role dans I'activite de nucleation. 

De plus, si Pon melange la fraction lipidique avec la fraction contenant Pagent delipide pendant 14 jours 
a 4°C, puis que Pon compare les activites de nucleation du melange et de la fraction contenant Pagent 
delipide, on observe une augmentation du point do nucleation de 3'C. Par consequent les lipides 
contribuent a Pobtention d'une haute activite de nucleation. 

75 L'agent de nucleation peut done comprendre egalement une partie lipidique. 

On mesure Peffet du mercaptoethanol et de 0,01 M de SDS a diff^rentes valeurs de pH, sur des extraits 
bruts de baie. Le mercaptoethanol n'a pas d'effet sur le point de nucleation ce qui indique que les ponts 
disulfure ne sont pas essentiels pour la nucleation. Et Peffet du SDS sur le point de nucleation est 
relativement limite (0 a 1 °C selon le pH), ce qui indique que les charges positives a la surface de Pagent 

20 ne sont pas indispensables a I'activite de nucleation (le SDS ajoute un exces de charge negative a la 
proteine et, par la meme, masque les charges positives presentes a la surface de la proteine). De meme le 
pH ne semble pas influencer le comportement de Pagent de nucleation. 

Enfin, on analyse Paction du N-Bromo-succinimide (NBS) sur le point de nucleation de Pagent. Le 
melange d'agent de nucleation purifie et de NBS (concentration finale 0,001 M) est ajuste a pH 3,0 par 

25 ajout de petites quantites de HCI 2M, puis est laisse 30 minutes a 25 *C, avant d'etre reajuste a pH 7,5 par 
ajout de petites quantites d'un tampon Tris. La determination du point de nucleation avant et apres 
traitement revele une diminution de ce point de 2,8 °C. Ceci indique que les acides amines aromatiques 
sont importants pour I'activite de nucleation (le NBS oxyde les groupes indole et les tyrosines). 

Les exemples suivants sont presentes a titre d'illustration des diverses applications industrielle de 

30 Pagent de nucleation selon la presente invention, dans un procede de congelation de produist congelables, 
dans un procede de texturation par congelation d'un produit alimentaire congelable, et dans un procede de 
concentration d'un liquide alimentaire. 

Exemple 1: 

35 

On prepare un jus brut de baies mures d'argousier, en broyant des baies, puis en en recuperant le 
surnageant apres centrifugation. 

On ajoute alors a une creme glacee, au cours de sa preparation de maniere traditionnelle, ce jus brut 
de baie d'argousier a raison de 1 volume pour 600 volumes de creme glacee. Puis on congele la creme a 
40 -8°C. 

Pour comparison, une creme glacee preparee de maniere traditionnelle, sans ajout d'un jus de baie 
d'argousier, est congelee a -12° C. 

Exemple 2: 

45 

On prepare un extrait de baie d'argousier en broyant premierement des baies, en leur ajoutant ensuite 
10 volumes d'une solution a 0,1% de pectine que Pon laisse reagir 15 min, puis en centrifugeant le 
melange a 10000 g pendant 10 min pour en recuperer le surnageant. 

On ajoute alors a une mousse de viande, au cours de sa preparation de maniere traditionnelle, I'extrait 
so de baie d'argousier ainsi prepare a raison de 1 volume pour 100 volumes de mousse de viande. Puis on 
cong&le la mousse de viande a -10 • C. 

Pour comparaison, une mousse de viande prgpar£e de manfere traditionnelle, sans ajout d'un extrait de 
baie d'argousier, est congelee a -15 • C. 

55 Exemple 3: 

On prepare une pate de proteine de soja en chauffant a 70 *C pendant 10 minutes un isolat de proteine 
de soja a 20% de proteine, puis en refroidissant la solution a 20 °C. On ajoute a cette pate I'extrait de baie 
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cTargousier d6crit h I'exemple 1, & raison de 1 volume pour 100 volumes de cette pate. On cong&le la pate 
presente sous forme d'une mince couche de 2 a 5 mm d*epaisseur a une vitesse moyenne de Tordre de 
0,1 -C/mn jusqu'a -20 -C, puis on maintient cette temperature pendant 10 heures. Enfin, pour stabiliser la 
modification de texture de la pate, on iyophilise puis on chauffe a 100 *C pendant 2 minutes. La pate de 
5 soja presente alors une texture fibreuse et lamellaire. Cette texture se rapproche fortement de la texture des 
"corn flakes". 

Pour comparaison, la m§me composition de pate est congelee sans jus brut de baies, lyophilisee puis 
chauffee dans les memes conditions que precedemment. On obtient ainsi une pate presentant une texture 
spongieuse et desordonnee qui ne rappelle en rien la texture des "corns flakes". 

w 

Exemple 4 

On ajoute a un extrait de cafe comprenant 10% de matiere seche, 0,03% de I'extrait de baie 
d'argousier decrit a I'exemple 1. On congele a -6,5 *C pendant 30 min, puis on centrifuge a 2000g pendant 
75 15 min a -5*C, et Ton recolte lesurnageant. On separe de ce fait la phase liquide de la phase cristalline du 
melange, et Ton obtient ainsi un extrait de cafe comprenant 15,3% de matiere seche. 

Pour comparaison, le meme extrait de cafe comprenant 10% de matiere seche ne congele pas en 
Tabsence de I'agent de nucleation selon la presente invention. 

20 Revendications 

Agent de nucleation de la glace extrait de Targousier (Hippophae). 

Agent selon la revendication 1, caracterise en ce que Targousier est Hippophae rhamnoides, Hippohae 
sal ici folia, Hippophae tibetana, ou Hippophae neurocarpa. 

Agent selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est un agregat comprenant une partie proteique 
et une partie lipidique. 

Procede de production d'un agent de nucleation de la glace dans lequel on prepare un extrait des 
baies ou des feuilles de I'argousier contenant ledit agent. 

Procede de production selon la revendication 4, caracterise en ce que Ton extrait les baies et/ou les 
feuilles par une solution de pectine, de mono-, oligo- et/ou poly-saccharide. 

Procede de production selon la revendication 5, caracterise en ce qu'on choisit ladite solution dans le 
groupe forme par les solutions d'alginates, d'acide polygalacturonique, d'amylose, d^mylopectine, de 
polymannanes, d f arabinose, de galactose, de lactose, de glucose, de fructose et de sucrose. 

Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que pour extraire les feuilles et/ou les baies 
ecrasees ou broyees, on les melange a 1 a 200 volumes d'une solution comprenant 0,0001 a 2% en 
poids de pectine et/ou 0,0001 a 2% en poids d'au moins un saccharide, pendant 1 a 30 min, puis on 
separe une partie solide et on recolte une partie liquide. 

Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que Ton soumet ladite partie solide du melange a 
au moins une nouvelle extraction. 



50 



55 



8 



EP 0 657 108 A1 



Fx Qure. . 1..; 




J 



Office europeen 
des brevets 



RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 



Numero de la demxnde 

EP 94 11 8380 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric 



D,A 
A 



Citation du document avec indication, en cas de besoin, 
des parties pertinentes 



EP-A-0 424 771 (SOC. PROD. NESTLE SA) 
WO-A-92 22581 (UNIV WATERLOO) 



he present rapport a etc etabii pour toutes les revendkations 



1 

1.3 



Lies de la rrckercfct 

BERLIN 



Date d'acatveneat dc la recherche 

9 Decembre 1994 



CLASSEMENT DE LA 
DEMANDE Onx.CLb) 



A23L3/37 
A23G9/02 



DO MAIN ES TECHNIQUES 
RECHERCHES (lnt.a.6) 



A23L 
A23G 



Caturla Vicente, V 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : pari! cullerement pertinent a lui soil 

Y : particulierement pertinent en combinaison avec un 

autre document de la rofime categorie 
A : amere-plaa technologique 
O : divulgation non-ecrite 
P : document intercaiaire 



T : tbeorie ou principe i la base de I'invention 
E : document de brevet anterieur, mats publie a la 

date de depot ou aprds cctte date 
D : cite dins la demande 
L : cite pour d'autres raisoas 

A : membre de la roeme ffamille, document correspondant 



